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(54) TiUe: INFECTIOUS PERITONITIS VACCINE 
(54) Titre: VACCIN DE LA PERITONTTE INFECTIEUSE FELINE 
(57) Abstract 

Nucleotide sequences comprising the FIPV S gene or ^^^^^^^^^^'X^^j^^ltt^Z t^^ZXtl^^^^^^^^^ 
involved in the enhancement, and use of these sequences fo'^*" «P^*^" vaccines to produce immunity to 

t::':^::.^^^f^^~^^^^ --it.„ .^t.. i^ectmg the .asmi^s 
into the cat. and use of thes« modified proteins in the fomi of a vaccme. 

(57) Abrtg^ 

L-invention comprend les sequences "-i^otidiques comprcnam Ic g.ne F^^^^^ 
au moins des rtgions ittigdniques Al et A2 impUquto dans /^^''^"""•^^^^^""d.^^ « "utiSltion des vinis recombinants 

-t^vaSr^«"u-^^^^^^^^^ 

dX dS plLmides Chez le chat, et I'utilisation des prot^ines mod.fiies comme vaccm. 
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VACCIN DE LA PERITONITE INFECTIEUSE FELINE 



Domaine de 1* invention 

' La pr^sente invention a trait a des vaccins centre 

la P^ritonite Infectieuse Feline (PIF) pr^par^s ^ partxr de 
la glycoprot.ine SPIKE (S) du virus de la PIF dont les 
epitopes facilitants majeurs ont ete modifies par 
0 mutag.n.se. Ces vaccins pern.ettent une protection des chats 
° vaccinas centre la PIF sans provoguer chez ces ^-nxers le 
ph.no..ne de facilitation qui conduit . une evolutxon 
acc«l«rte de la maladie. 

Etat de I 'art antirieur 

15 Le virus de la P^ritonite Infectieuse F41ine (FIPV 

. reline Infectious Peritonitis virus, est un vi-s ^ AEH 
Simple brin positif, envelopp*, qui, au sexn de la famille 
: 7 coronaviridae, appartient au .roupe anti,.n.que ,u. 
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monoclonaux neutralisants diriges centre le virus de la PIF 
ont montre que les Epitopes neutralisants majeurs sent tous 
situ6s sur la glycoproteine S et qu'ils correspondent, h 
un large degre, aux Epitopes impliques dans le ph6nomSne de 
facilitation (Corapi W. et al . , J. Virol. 1992, 66, 6695- 
6705 ; Olsen C. et al . , J. Virol, 1992, 66, 956-965). 

Une vaccination efficace contre la PIF doit 
conduire k 1' apparition d'anticorps neutralisants sans 
qu'il y ait induction d'anticorps facilitants. On tel 
vacciil n'a jamais pu etre mis au point jusqu'ici. Les 
vaccins recombinants qui ne contiennent pas la 
glycoproteine S peuvent probablement fournir la meilleure 
alternative pour les vaccins PIF futurs, mais ces antigenes 
ne contribuent que partiellement a 1' induction de la 
reponse neutralisante coritre le virus PIF. Des trois 
antigfenes viraux structuraux, seule la glycoproteine S est 
capable d'induire une importante r6ponse neutralisante - 
Malheureusement, cette glycoproteine induit aussi 
1 'apparition concomitante d'anticorps facilitants. Malgr6 
son importance dans 1' induction d'une bonne reponse 
neutralisante (et done dans la reponse protectrice ) , la 
glycoproteine S naturelle semble jouer un r61e essentiel 
dans le phenom^ne de facilitation de la PIF et ne peut done 
etre utilis^e pour 1 ' instant pour la fabrication de vaccxns 
r^pondant aux criteres exposes plus haut. 

La localisation et la caract6risation des 
epitopes presents sur S et en particulier ceux responsables 
de la neutralisation et de la facilitation est done 
necessaire pour determiner les modifications h apporter h 
la glycoproteine S (ou au gfene qui code pour cette 
proteine) pour en faire un immunogfene efficace pour la 
vaccination des chats contre la PIF. 

La sequence nucieotidique et la sequence 
proteique de la glycoproteine S du virus de la PIF ont ete 
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^1- n'enseiqne ni comment realiser un 
s..uen<=e= '"^^ le. r.gion. da 

vaccin PIF non facilitant, 4" 
la qlycoprot^ine S impliqu^es dans ce phenomSne. 

' La demande de brevet GB-A-2 282 601, publx.e 

- 1. date de oriorite de la presents demande, propose 
apres la date de p ,^oteine S modifies pour 

de r4aliser un vaccxn a base a un . H^i^i-ion de 

eviter la facilitation, par modification ou <^^^^^-; 

uau moins des sites antiq.niques d.nomm.s 0 <cor. 
aux acides amines 496-524), Al (correspond 
Imln^s 531-555) et A2 (correspond aux acides amxnes 584 
amines 531 55 ) ^.^^^ antigeniquement 

604 K de manifere h renare 



604) , 
inactif s . 
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30 



Des efforts importants ont ete realises pour 
identifier les sites antigeniques majeurs presents sur les 
xdent.fxer les (^.ansmissible Gastro-Enterxtxs 

protexnes S ^ / ^^^^ ,,,0, 71, 271-279 

Virus) <^°"-/- ,,90, 71, 1313-1323), 

; Delmas B. et al., J. Gen. vx virology 1991, 

nrv (Bovine CoronaVirus) (Yoo D. et al., Viroigy 

I 9-98), MHV (Mouse Hepatitis Virus) (TaKase-Yoden - 
et ll Vir:s Res. 1990, 18, 99-108 ; Stuhler A. et al . , J • 
•' 1 1991 72 1655-1658) et FIPV (Corapx W. et al.. 
Gen Vxrol- 1991, „ r al J. Virol. 

Virol. 1992. 65, 6e,S-670S Olsen C. -^^^_^„3, 

„. ,.s-,49>. Oan= tous les =.s.^^^ 

neatralisants ont ete i ,„^.iisSs sur la 

in™u„odo.iaants o„t .t. g.n.rale.ent local.s.= 

p„tie SI - .p.=i.l.ue„ent sur le virus de 
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M et N jouent un r61e dans la facilitation, c'est 
certainement a un degre trfes inf^rieur h celui jou^ par S. 
Au cours des etudes realisees avec les diff^rents systemes 
viraux ou la facilitation peut etre observ^e, un fait 
constant a 6t6 mis en evidence : des epitopes individuels 
spnt capables d'induire a la fois des anticorps 
neutralisants et des anticorps facilitants. Ceci a et6 
demontr^ pour FIPV (Corapi W. et al . , J. Virol. 1992, 66, 
6695-6705 ; Olsen C. et al . , J. Virol. 1992, 66, 956-965 ; 
Hohdatsu T. et al . , Arch, Virol. 1991, 120, 207-217), pour 
le virus de la dengue (Morens D. et Halstead S., J. Gen. 
Virol. 1990, 71, 2909-2917), et pour HIV (Robinson W. Jr., 
J. Virol. 1991, 65, 4169-4176). 

Les resultats recents des tests realises avec des 
vaccins PIF experimentaux semblent fournir 1' argument le 
plus solide h ce jour pour 1 'existence d'une relation 
directe entre la facilitation observ6e in vitro et la 
maladie acc616ree in vivo chez le chat. L ' inoculation de 
chats avec des recombinants du virus de la vaccine 
exprimant la prot^ine S de la souche FIPV 79-1146 
sensibilise les chats et induit apres 6preuve une maladie 
accel^ree chez les chats vaccinas par rapport aux chats 
temoins non vaccinas (Vennema H. et al., J. Virol. 1990, 
64, 1407-1409). L ' inoculation de recombinants vaccine 
exprimant soit la prot6ine M, soit la prot6ine N, n'a pas 
predispose les chats h une maladie acc614r6e. Ces resultats 
in vivo sont h mettre en parallels avec les resultats m 
vitro d^montrant une localisation majoritaire des Epitopes 
facilitants sur S (Corapi W. et al., J- Virol. 1992, 66, 
5695-6705 ; Olsen C . et al., J. Virol. 1992, 66, 956-965). 
De plus, des experiences r^centes r^alis^es pour etudier 
I'efficacite d'un autre candidat vaccin pour la PIF ont 
demontre une association statistiquement significative 
entre la capacity d'un s^rum de chat h induire une 
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et al., J. Gen. Virol. 1987, 68, 2639-2646). La nature 
hydrophile de cette region et le fait que les 3 anticorps 
monoclonaux testes reconnaissent tous ce petit domains 
suggerent que A2 est un epitope neutralisant dominant de la 
prot^ine S. Par ailleurs, I'etroite homologie mise en 
evidence entre le site Al et une partie du sous-site Aa 
identifi6 sur la prot6ine S de TGEV (Gebauer F. et al . , 
Virology 1991, 183, 225-238) sugg&re que Al, qui comprend 
les acides amines 562-598 doit etre egalement un important 
epitope neutralisant pour le virus FIPV. 

Le rapprochement ou la liaison simultan^e, par un 
meme anticorps, des sites Al et A2 est necessaire pour 
induire la facilitation par 1 ' interm^diaire des anticorps. 

La presente invention a pour objet la 
modification par genie genetique de la sequence du gene 
FIPV S dans la region des sites Al et/ou A2 , en particulxer 
pour modifier I'un au moins des deux sites, de preference 
le site Al de maniSre que la prot^ine exprimee presente un 
Epitope modifi^, de telle sorte qu'elle n'induise plus 
d ' anticorps facilitants et/ou le site A2 . La region Al peut 
etre modifiee de diverses fagons avec les moyens bien 
connus de I'homme de I'art. On peut modifier les sites Al 
ou A2 independamment ou simultan^ment • 

La modification du site A2 peut consister en une 
modification, telle qu'une d616tion totale, entrainant une 
perte d' antigenicity du site, mais on pr^f^re que, comme 
pour le site Al, la modification exprime un epitope modxfi^ 
de telle sorte que la prot^ine n'induise plus d'anticorps 

facilitants. , . 

La region Al a une partie commune avec la region 
d^nom^^e "A2" dans la demande de brevet GB-A-2 282 601 (WO- 
A-95/07987) cit6e plus haut, mais contrairement a 
I'invention, celle-ci pr^voit des mutations (modifications) 
ou des d^l^tions entrainant une perte de 1 ' antig^nicite de 



wo 96/06934 



PCT/FR95/01 128 



11 



10 



15 



20 



25 



30 



microd^letion (jusqu'a 6 acides amines). 

on evitera en general les mutations ou deletions 
des codons codant pour les cysteines situes dans Al et A2 . 

on preferera en outre les mutations ponctuelles 
et en second lieu les d614tions ponctuelles (sauf Cys) aux 
mutations et d616tions plus etendues. 

Pour le site Al, les modifications comprennent a 
minima une mutation pour I'un au moins et, de preference, 
les deux codons codant pour Asp 568 et pour Asp 591 pour 
avoir tout autre acide amin6 ^ ces positions. A la 
condition que les acides amines 56S et 591 ne soient pas 
des ASP, tout autre acide amine dans la region 562-598 peut 
,tre substitue a 1 'acide amine naturel de la pos.t.on 
consider^e, 

Les modifications du site Al comprennent aussi 
les d^l^tions limit^es de cette region comprenant les 

acides amines 568 et/ou 591. 

pour le site A2 , les modifications comprennent a 

.ini.a une mutation pour I'un au moins, et de P^^^^-^^' 
les trois codons codant pour Asp 643, Arg 649 et Arg 656 
pour avoir tout autre acide amine ^ ces P-^^-^;- 
modifications du site A2 comprennent aussi la d.letxo 
totale ou les deletions partielles de cette regxon 
comprenant les acides amines 643, 649 et/ou 656. 

. La presents invention a encore pour ob^et 

Ho« a^nes FIPV ainsi modifies pour 
1 'utilisation des genes rxirv 

•^n in vitro de proteines FIPV S recombmantes et 
pou/la pr.para.ion de vaccins .ous-uni... purifi.es pour 
la vaccination des chats centre la PIF. 

La pr^sente invention a aussi pour objet 
l-utilisation des g.nes FIPV S ainsi .odifi.s pour la 
construction de vecteurs viraux .^''^"7"' 
,.„es modifies, ces vecteurs viraux pouvent etre des vrrus 
LconO^inants r.plicatlfs ou non r.plicatrfs et plus 
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T7 La sequence des oliqonucl^otides pour 1 • an,pU£lcation 
des diff^rents fragments a M chcisie de .nani^re a couvr.r 
1 -ensemble d. la region oodante du g.ne S en 3 grands 
fragments d-envlron 1600 paires de bases (pb, et 12 sous- 
fra^ents plus petits d- environ 400 . 500 pb Ces 
' oU^nucl.otides contiennent les sites de restriction 
BamHI, Xbal ou Xhol pour faciliter leur =l°-9e. La 
transcription reverse de I'ARN et I -amplifxcatron de 1 ADN 
con,pl4n,entaire par une reaction d.an,plication en chalne par 
polymerase ont M rSalis^es selon des techniques standards 
'saLoo. et al.. Molecular Cloning : a laboratory 

manual, 2eme .d., Cold Spring Harbor Laboratory. Cold 
spring Harbor, >..V.)- L-ADN amplifi^ a .te dxgere par les 
eLym!s appropri.es et clon. dans le vecteur pBluescrxpt 

(Strataqene, La Jolla, Ca,). , ^ >. 

1= Les limites des differents fragments clones h 

partir du g^ne S de la souche 79-1146 du virus FIPV sont 
fnltU^ ci-dessous = <toutes les positions font reference 
Tla sequence du g.ne S de la souche riPV 79-1X46 pu .ee 
par De croot R. et al. Can. Virol. 19S7,. 68, 2639 

20 ^ 

2646). 



Fragment Fl : 
Fragment F2 : 
Fragment F3 : 
Fragment SI : 
Fragment S2 : 
Fragment S3 : 
Fragment S4 : 
Fragment S5 : 
Fragment S6 : 
Fragment S7 : 



nucleotides 

nucleotides 

nucleotides 

nucleotides 

nucleotides 

nucleotides 

nucleotides 

nucleotides 

nucleotides 

nucleotides 



70 a 1736. 
1519 a 3160- 
2773 h 4428- 
70--535. 
394-862 . 
742-1221- 

1045-1539. 

1339-1734. 

1594-2089 . 

1963-2443. 
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forme de trois grands fragments (Fl, F2 et F3 ; figure 1) 
et de 12 petits sous-fragments (SI h S12). Ces inserts FIPV 
ont ensuite et6 sous-clones dans le vecteur pTOPE-SX en vue 
de leur transcription et de leur traduction in vitro. 

Les reactions coupl6es de transcription et de 
traduction in vitro ont 6te realis^es en utilisant le 
systeme "TNT Reticulocyte Lysate" (Promega, Madison, WI ) 
selon la technique recommandee par le fabricant en presence 
de 35s-inethionine (Amersham France). Pour 6tudier I'effet 
de la maturation post-traductionnelle des proteines , les 
reactions ont ^galement 6te realisees en presence de 
membranes microsomales pancreatiques de chien (Promega) . 
Les produits de traduction ont ete separes par 
electrophor^se sur gel de polyacrylamide-SDS et reveles par 
autoradiographic . 

Les essais de radio-immunoprecipitation (RIPA) 
ont 6t6 effectu6s en m61angeant 5^1 du melange de 
traduction de la prot^ine de fusion avec 5^xl d'anticorps 
monoclonal ou de s^rum de chat dans 200 fjil de tampon TNE 
Triton X-100 (NaCl 150 mM, Tris (pH 8,0) 50 mM, EDTA 5 mM, 
Triton X-100 0,1 %) et en agitant ce melange a +4'c pendant 
1 heure sous agitation. Des serums de chat positifs et 
negatifs pour FIPV ainsi qu'un monoclonal dirig6 contre les 
10 premiers acides amines de la prot^ine du g6ne 10 de T7 
(anticorps monoclonal T7 Tag, Novagen) ont 6t6 utilises 
comme controles. Les immuns complexes sont adsorb^s par 
addition de 50/^1 d'un conjugu6 agarose-prot^ine G 
recombinante (Boehringer Mannheim, Mannheim, Germany) aux 
^chantillons contenant les anticorps monoclonaux ou par 
addition de 50Ail d'un conjugu6 agarose-prot6ine A 
recombinante (Boehringer Mannheim) aux 6chantillons 
contenant les scrums de chats. Les immuns complexes fix^s 
sur 1' agarose ont 6t6 centrifuges pendant 30 s et lav6s 
deux fois en tampon RIPA (150 mM NaCl, 50 mM Tris (pH 8,0), 
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suggere que la glycosylation n'est pas n^cessaire pour la 
reconnaissance des Epitopes recherches. 

Example 3 : Sequengage des virus mutants 
resistants a la neutralisation par les anticorps 
monoclonaux anti-FIPV S (mutants "mar"). 

Pour localiser les sites antig^niques localises 
sur le fragment S6, la region S6 de plusieurs mutants FIPV 
mar a 6t^ amplifies par PCR et clonee dans le vecteur 
pBluescript SK. et s^quenc^e. La sequence des mutants mar a 
et4 6tablie sur des mutants mar ind^pendants obtenus avec 
le meme monoclonal aussi bien qu'avec des clones issus 
d' amplifications PCR ind^pendantes avec le meme mutant mar. 
La sequence de chaque clone a €te etablie sur les deux 
birns en utilisant le kit Sequenase (Amersham) selon la 
technique recommandee par le fabricant. 

Les sequences obtenues ont 6t6 comparees avec la 
sequence homologue du virus parental 79-1146. Les mutants 
mar analyses sont les mutants identifies mar 23F4.5, mar 
18A7.4 et mar 24H5.4. Ces mutants ont 6t6 obtenus 
respectivement avec les anticorps monoclonaux 23F4.5, 
18A7.4 et 24H5.4 decrits par C. Olsen (Olsen C. et al., J. 
Virology 1992, 56/ 956-965) et W. Corapi (Corapi W. et al., 
J. Virology 1992, 66, 6695-6705). 

Le monoclonal 23F4.5 possede un titre 
neutralisant de 20480 (Corapi, 1992) et induit une 
facilitation de 1 'infection in vitro d'au moins 100 foxs le 
niveau normal (Olsen, 1992). Le mutant mar 23F4.5 pr.sente 
des mutations aux positions 1840 et 2014 qui induxsent des 
changements d'acides amines dans la sequence de la P-t^xne 
S pour les residus 591 (Asp -> Tyr) et 649 (Arg -> Gly 
Le monoclonal 18A7.4 possede un titre neutralisant de 5 20 
et induit une facilitation de I'infection in ^ 
n.oins 100 fois le niveau normal. Le mutant mar 18A7.4 



30 
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5' AAAAATATTGTACCATAAAG 3' 

Les oligonucleotides All et A12 sont hybrides 
entre eux grace . leur sequence co.pl..entaire c— 
23 paires de bases. L'hybride ainsx obtenu sert alors, 
apjs Elongation de ses extr..it.s 3 ' , de .atrice pour une 
Action PCR utUsant les oligonucleotides . A13 et A14. 
cette reaction d ' amplification par PCR per.et d'obtenxr un 
fraUnt de 159 pb. Ce fragment est alors dig.r. avec les 
ZlT^es de restriction Hindlll et Sspl pour P-duxre un 

raUt HindXXI-SspI de 149 pb (fragment ' ^ 
contient le site Al .odifi. . deux pos.t.ons (Val au l.eu 
de ASP a la position 568 et Tyr au Ixeu de Asp a la 
p s.;tTon 591). Le plas.ide priPV-S2 est dig.r. H^d 

t dig.r. partielle.ent par Sspl pour .soler ^^J^^ - 
.pl-Hindlll de ise9 pb .ra^g^nt^ ^ ^ 

rndill Vr.osp\^o:;i:p^^^ P.odui.e le fragment C <29S0 
''''' Les fragments A, B et C sont alors ligatures 

ensemble pour produire le plasmide P"--*^^- /i:::;^: 
contient le fragment Hindlll-Hindlll du gene FIPV S 

pour deux acides-amin^^ -du-site Al- "^^..^ue en 

P Le gene FIPV S est ensuxte reconstitue en 

• r r-Vnnaae le fragment Hindlll-Hindlll 
naturel (posxtxon. 169S . 3«8, P ^^^^^^^ 

FIPV S inodifi6 au site ax pt= „t rus 

L„stru«io„s da plas^ides d^express^on ou de 

recombinants, 

Exemple S : Mutagenese du site A2. 

I.es olig=nucl^=tid.s suivants sont synth.txs^s . 
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Sspl pour isoler le fragment Hindlll-Sspl de 149 pb 

( fragment D) . 

Le plasmide pFIPV-S2 est digere par Hindlll et 
Dral pour isoler le fragment de restriction Dral-Hindlll 
de 1170 pb (fragment E). Le vecteur pBS-SK+ est digere par 
Hindlll et dephosphoryl6 pour donner le fragment F (2960 
pb ) . 

Les fragments C, D, E et F sont ligatures 
ensemble pour donner le plasmide pFIPSA2*. Le fragment 
central Hindlll-Hindlll 1723 pb du gene FIPV S contenu dans 
PFIPSA2* possfede un site A2 modifi^ au niveau de 3 acides 
amines (Tyr au lieu de Asp a la position 643, Gly au lieu 
de Arg a la position 649, et Lys au lieu de Arg a la 
position 656). 

Le gSne FIPV S est ensuite reconstitu^ en 
remplagant par simple clonage le fragment Hindll I-Hindlll 
naturel (positions 1696 h 3418) par le fragment Hindlll- 
Hindlll contenu dans le plasmide pFIPSA2*. Le g^ne complet 
FIPV S modifie au site A2 peut alors etre utilise pour • les 
constructions de plasmides d' expression ou de virus 
recombinants. 

Exemple 6 : Mutagenese des sites Al et A2. 
Les fragments A (exemple 4), C et E (exemple 5) 
sont . ligatures avec le vecteur pBS-SK*, pr^alablement 
dig§r6 par Hindlll et d6phosphoryl6 , pour donner le 
plasmide pFIPSAl*A2*. Le fragment central Hindlll-Hindlll 
1723 pb du gene FIPV S contenu dans pFIPSAl*A2* pr6sente 2 
changements d' acides amines au niveau du site Al (voir 
exemple 4 ) et 3 changements d' acides amines au niveau du 

site A2 (voir exemple 5). 

Le gene FIPV S est ensuite reconstitu6 en 
remplagant par simple clonage le fragment Hindlll-Hindlll 
naturel par le fragment Hindlll-Hindlll 1723 pb contenu 
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REVENDICATIONS 
1. sequence nucl^otidique comprenant le g^ne FIPV 
S presentant au moins une modification 

- dans la region antigenique Al qui code pour les acxdes 
an.ines 562 a 598 de xnani^re que la proteine exprirn^e 

5 presente un Epitope modifie de relle sorte qu'elle 
n'induise plus d'anticorps facilitants, et/ou 

- dans la region antigenique A2 qui code pour les acxdes 
amines 637 a 662 de maniere que la proteine expr.mee 
n'induise plus d'anticorps facilitants. 

10 2 Sequence nucleotidique selon la revendication 

1 caracterisee en ce que la modification dans la region 
antigenique A2 est telle que la proteine exprim^e presente 
un epitope modifie de telle sorte qu'elle n'induise plus 

d'anticorps facilitants. 
15 3 sequence nucleotidique selon la revendxcation 

1 ou 2, comprenant une mutation dans I'un au moins des 

codons codant pour Asp 5 68 et Asp 591. 

4 Sequence nucl6otidique selon I'une des 
revendications 1 ^ 3, comprenant une d.l.tion de 1 ' un au 
20 mains des codons codant pour les acides amines 568 et 591. 

5 sequence nucleotidique selon I'une quelconque 
des revendications 1 . 4, comprenant une deletion incluant 
l^un au moins des codons codant pour les acides a.xnes 568 

25 6 sequence nucleotidique selon I'une quelconque 

des revendications 1 a 5, comprenant une mutation ^- ^'^ 
au moins des codons codant pour Asp 643, Arg 649 et Arg 

7 sequence nucleotidique selon I'une quelconque 
30 revendications 1 . 5, comprenant une deletion de l^un 

au moins des codons codant pour les acides amxnes 643, 

8. sequence nucleotidique selon la revendication 
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RHONE MERIEUX 

DARTEtL Raphael - CORAPI Wayne - AUDONNET Jean-Christophe - 
Francis - CHAPPUIS Gilles-Emile 

L' invention comprend les sequences nucl^otidiques 
comprenant le g6ne FIPV S, ou un fragment de ce gfene, 
modifi^es dans I'une au moins des regions antigeniques Al 
et A2 impliqu6es dans la facilitation, ainsi que 
1 'utilisation de ces sequences pour 1' expression de 
protfiines modifi^es, et pour la construction de virus 
recombinants ou de plasmides d'expression, et 1 'utilisation 
des virus recombinants comme vaccins centre la p6ritonite 
infectieuse feline, 1 'utilisation des plasmides 
d' expression corame composition immunisante par injection 
directe desdits plasmides chez le chat, et 1 ' utilisation 
15 des prot^ines modifi^es comme vaccin. 



Figure n6ant 
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